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                研究目的
 膵ランゲルハ ンス島 (ラ 島) β細胞は再生・増殖能に乏 しいことが知られており, このことが
 糖尿病の背景因子の一つと考えられている。 これまでに 90%膵切除ラットにポリ ADP リボース
 合成酵素阻害薬のニコチ ン酸アミ ドを連日投与すると膵ラ島が再生 して糖尿病状態が改善するこ
 とが見いだされ, この再生ラ島で特異的に発現している遺伝子Rθg (Rθgenerating gene) が単
 離された。 また, Reg 蛋白質の投与によって膵ラ島が再生・増殖して, 外科的糖尿病・自己免疫
 異常糖尿病が改善されることが示されている。 これらの結果から, 現在では Reg 蛋白質は膵β
 細胞の再生・増殖因子であると考えられている。 しか し, Reg 蛋白質による膵β細胞の再生・増
 殖のメカニズムは未だ不明である。 そこで, ラットReg 蛋白質の受容体を単離 し, その構造と
 機能を明 らかにすることにした。
                研究方法
 まず, Plcん`α ραsめris を用いて組換えラットReg 蛋白質を調製した。 1251標識した精製ラッ
 トReg 蛋白質をプローブと して, ラット膵ラ島 cDNA ライ ブラリーを発現スクリーニングした。
 得られたクローンのイ ンサートを cDNA プローブとして, プラークハイ ブリ ダイ ゼーショ ン法
 を用いてラット膵ラ島 cDNA ライ ブラリーを再度スクリーニングし, Reg 受容体 cDNA の全長
 を単離した。 単離した cDNA を COS-7 細胞と CHO 細胞に導入 し, ラット Reg 蛋白質およびヒ
 ト REG 蛋白質との結合を調べた。 次に, RNase プロテクショ ン法を用いて mRNA の発現を調
 べた。 さらに, Reg 受容体を過剰発現させた RINm5F細胞株を作成 し, 培地に Reg 蛋白質を添
 加して, 5'一bromo-2'一deoxyuridine (BrdU) の取り込みと細胞数の変化を調べた。 その際に
 TUNEL 法を用 いてアポ トー シス につ いて も調べ た。
                研究結果
 ラット Reg 蛋白質受容体 cDNA は 919 アミノ酸の蛋白をコー ドしており, そのN末端側には
 一回膜貫通部位が存在した。 その塩基配列は, ヒト多発性軟骨腫瘍の原因遺伝子である EXTの
 関連遺伝子と して単離さ れたがその機能 は不明であったヒト EXTL3/EXTRl と高 い相同性を有
 していた。 したがって, ヒトEXTL3/EXTR1 はヒトの REG 蛋白質受容体と考えられた。 得ら
 れたラット cDNA を COS-7 細胞に導入すると, Reg 受容体蛋白質は細胞膜上に発現 し, ラット
 Reg 蛋白質に結合することが確認された。 また, 同様に CHO細胞に導入 してもラットReg 蛋白
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 質・ヒト REG 蛋白質に結合 し, その結合定数は各々1.61nM と 7・41nM であった。 RNase プロ
 テクション法を用いて mRNA の発現を調べると, ラット再生膵ラ島および正常ラ島, ラットβ
 細胞株 RINm5F で発現が認められた。 そこで, cDNA を導入して Reg 受容体を過剰発現させた
 RINm5F 細胞株を作成 し, 培地に Reg 蛋白質を添加 してその反応を調べると, 得られた複数の
 細胞株のいずれでもReg 蛋白質の濃度依存的に (0.3-100nM) BrdU の取り込みが上昇 し, 細胞
 数の増加が認められた。 また, 高濃度 (300-1000nM) のReg 蛋白質によりアポ 1・ 一シスが観察
 された。
                 結論
 ラットReg 蛋白質の受容体を単離し, その一次構造を決定した。 この遺伝子は, 従来その機
 能が不明であったヒトEXTL3/EXTRl のラットホモログと考えられた。 また, Reg 受容体は膵
 正常ラ島・再生ラ島のみならず種々の臓器で発現していた。 さらに, Reg 受容体を過剰発現させ
 た RINm5F 細胞では, Reg 蛋白質の刺激によって細胞数の増加とアポトーシスが引き起こされ
 ることが認められた。 この細胞数の増加とアポ トーシスによって膵β細胞数のコントロールなさ
 れていると考え られた。
               研究の意義・独創的な点
 1988 年に Eθg 遺伝子が単離されて以来, これまでに Reg 蛋白質が膵β細胞の再生・増殖因子
 であることを示す知見が多数報告されているが, その再生・増殖のメカニズムは未だ不明であっ
 た。 本研究は, Reg 蛋白質の受容体を単離 し, その構造と機能を明らかにした。 Reg 蛋白質に受
 容体が存在 し, その受容体を介 して Reg 蛋白質の細胞増殖刺激が伝え られているという報告は
 本研究が初めてで, その独創性はきわめて高く, また, 膵β細胞の再生・増殖のメカニズムを解
 明する突破口を開いたものである。 さらに, Reg 受容体が膵ラ島以外の種々の組織にも発現 して
 いるという本研究の結果 は, 1馳g 遺伝子が発現している膵外分泌腺・胃・小腸・大腸・脳な どで
 もReg 受容体を介 したシグナル伝達機構が存在する可能性を示唆しており, 今後, 消化管や神
 経などの再生医学での展開も期待され, 本研究は独創的のみならず, 学術的・医学上の意義がき
 わめて大き い画期的な ものであ る。
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 審査結果の要旨
 本研究は, 膵ランゲルハ ンス島 (ラ 島) β細胞は再生・増殖能に乏 しいことが知 られており,
 このことが糖尿病の背景因子の一つと考えられている。 これまでに90%膵切除ラッ トにポリ
 ADP リボース合成酵素阻害薬のニコチン酸アミ ドを連日投与すると膵ラ島が再生 して糖尿病状
 態が改善することが見いだされ, この再生ラ島で特異的に発現 している遺伝子 R曙 (Eθgenera七一
 ing 8ene) が単離された。 また, Reg蛋白質の投与によって膵ラ島が再生・増殖して, 外科的糖
 尿病・自己免疫異常糖尿病が改善されることが示されている。 これらの結果から, 現在では Reg
 蛋白質は膵β細胞の再生・増殖因子であると考えられている。 しかし, Reg 蛋白質による膵β
 細胞の再生・増殖のメカニズムは未だ不明である。 そこで, ラット Reg 蛋白質の受容体を単離
 し, その構造と機能を明らかにすることにした。
 まず, P`c屠α pαsめrオs を用いて組換えラットReg 蛋白質を調製 した。 1251標識 した精製ラッ
 トReg 蛋白質をプローブと して, ラッ ト膵ラ島 cDNA ライブラリーを発現スクリーニングした。
 得られたクロー ンのイ ンサー トを cDNA プローブと して, プラークハイ ブリ ダイ ゼーショ ン法
 を用いてラッ ト膵ラ島 cDNA ライブラリーを再度スクリーニングし, Reg 受容体 cDNA の全長
 を単離した。 単離した cDNA を COS-7 細胞と CHO 細胞に導入 し, ラットReg 蛋白質およびヒ
 トREG 蛋白質との結合を調べた。 次に, RNase プロテクショ ン法を用いて mRNA の発現を調
 べた。 さらに, Reg 受容体を過剰発現させた RINm5F 細胞株を作成 し, 培地に Reg 蛋白質を添
 加 して, 57-bromo-2'一deoxyuridine (BrdU) の取り込みと細胞数の変化を調べた。 その際に
 TUNEL 法を用いてアポ トーシスについても調べた。
 ラットReg 蛋白質受容体 cDNA は919アミノ酸の蛋白をコー ドしており, その N 末端側には
 一回膜貫通部位が存在した。 その塩基配列は, ヒト多発性軟骨腫蕩の原因遺伝子である EXT の
 関連遺伝子と して単離されたがその機能は不明であったヒト EXTL3/EXTR1 と高い相同性を有
 していた。 したがって, ヒトEXTL3/EXTR1 はヒ トの REG 蛋白質受容体と考えられた。 得ら
 れたラットcDNA を COS-7 細胞に導入すると, Reg 受容体蛋白質は細胞膜上に発現 し, ラット
 Reg 蛋白質に結合することが確認された。 また, 同様に CHO 細胞に導入 してもラットReg 蛋白
 質・ヒトREG 蛋白質に結合 し, その結合定数は各々 1.61nM と 7.41nM であった。 RNase プロ
 テクショ ン法を用いて mRNA の発現を調べる と, ラッ ト再生膵ラ島および正常ラ島, ラットβ
 細胞株 RINm5F で発現が認められた。 そこで, cDNA を導入 して Reg 受容体を過剰発現させた
 RINm5F 細胞株を作成 し, 培地にReg 蛋白質を添加 してその反応を調べると, 得られた複数の
 細胞株のいずれでもReg 蛋白質の濃度依存的に (0.3-!00nM) BrdU の取り込みが上昇 し, 細胞
 数の増加が認められた。 また, 高濃度 (300-1000nM) の Reg 蛋白質によりアポトーシスが観察
 された。
 ラットReg 蛋白質の受容体を単離 し, その一次構造を決定した。 この遺伝子は, 従来その機
 能が不明であったヒト EXTL3/EXTR1 のうッ トホモログと考えられた。 また, Reg 受容体は膵
 正常ラ島・再生ラ島のみならず種々の臓器で発現 していていた。 さらに, Reg 受容体を過剰発
 現させた RINm5F 細胞では, Reg 蛋白質の刺激によって細胞数の増加とアポ トーシスが引き起
 こされることが認められた。 この細胞数の増加とアポ トーシスによって膵β細胞数のコントロー
 ルなされて いる と考え られた。
 1988年に R2g 遺伝子が単離されて以来, これまでに Reg 蛋白質が膵β細胞の再生・増殖因子
 であることを示す知見が多数報告されているが, その再生・増殖のメ カニズムは未だ不明であっ
 た。 本研究は, Reg 蛋白質の受容体を単離 し, その構造と機能を明らかにした。 Reg 蛋白質に
 受容体が存在 し, その受容体を介 して Reg 蛋白質の細胞増殖刺激が伝えられているという報告
 は本研究が初めてで, その独創性はきわめて高 く, ま た, 膵β細胞の再生・増殖のメ カニズムを
 解明する突破口を開いたものである。 さらに, Reg 受容体が膵ラ島以外の種々の組織にも発現
 しているという本研究の結果は, Rθg 遺伝子が発現している膵外分泌腺・胃・小腸・大腸・脳
 な どでも Reg 受容体を介したシグナル伝達機構が存在する可能性を示唆しており, 今後, 消化
 管や神経などの再生医学での展開も期待され, 本研究は独創的のみならず, 学術的・医学上の意
 義がきわめて大き い画期的な ものであ る。
 以上より, 本論文は過不足なく述べられてお り, 学位論文として適当であると認められるもの
 である。
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